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論文内容要旨
                【研究目的】
 硝子体は広く網膜に接 しており, 硝子体中の物質は網膜の代謝と関連性があると考えられる。
 これまでに, 各種眼疾患により硝子体中アミノ酸, サイ トカイ ン等の含有量が変動することが示
 されでおり, 硝子体中の組成の質的あるいは量的変化は病態と密接に関連しているものと考えら
 れる。 アスコルビン酸は, 眼組織中に高濃度に存在 していることが知られており, 眼組織中での
 働きとして抗酸化作用が注目されている。 今回, アスコルビン酸のヒト硝子体中での働きについ
 ての知見を得るため, ヒト硝子体中アスコルビン酸濃度測定の至適条件を検討し, 各種眼疾患患
 者における還元型アスコルビン酸 (AA) および酸化型アスコルビン酸 (DHA) 濃度を測定した。
 また, 硝子体中の還元物質としてアスコルビン酸と最も密接な関係があると考え られる還元型グ
 ルタチオン (GSH) および酸化型グルタチオン (GSSG) についても, その濃度を比較検討した。
                【研究方法】
 ヒト硝子体の採取は硝子体切除術施行時に行い, 同時にヘパリ ン採血も行った。 AA 濃度 は,
 高速液体クロマトグラフィー (HPLC) を用いて測定した。 DHA は, まずジチオエリトリトー
 ルにて全て AA に還元 し, 総アスコルビン酸濃度 (tAA:AA と DHA の和) を測定 した後,
 tAA とAA の差として求めた。 また, HPLC にて GSH 濃度と GSSG 濃度を同時測定した。
                【研 究結果】
 1. 硝子体中 AA 測定系における安定性
 遮光の有無, 金属キレート剤である EDTA-2Na 添加の有無, 保存温度の違いによるヒト硝
 子体中 AA 濃度の経時的変化を測定 し, その安定性について検討した。 EDTA-2Na を添加し
 0℃, 暗所にて保存した場合, 少なくとも 12 時間までは AA の分解は3%以下であり安定なこ
 とがわかった。 更に長期保存についても検討を行ったが, EDTA-2Na を添加し, 暗所, 一80℃
 にて保存 した場合3ヵ月まで安定だった。
 2. ヒト硝子体中, 血漿中のAA, DHA 濃度
 対象は, 糖尿病網膜症 (DR) 41 眼, 増殖性硝子体網膜症 (PVR) 27 眼, 黄斑円孔 (MH) 33
 眼, 突発性黄斑前線維症 (PMF) 6眼およびターソン症候群 (Terson) 6眼で, これらの硝子体
 中の AA 濃度を測定した。 また, その一部の症例に.おいては, DHA 濃度も測定し, tAA 濃度に
 対する DHA 濃度の割合 (DHA%) を計算した。 AA 濃度 (μg/m4) は, DR 群 117.0±5L4,
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 PVR 群 146.1±56.2, M}{ 群 372.6±122.4, PMF 群 417.8±13L9 および Terson 群 432.1 ±
 66.9 で, MH 群, PMF 群, Terson 群との間には有意差は認められなかったが, DR 群と MH
 群, PMF 群, Terson 群との間に1%, PVR 群と MH 群, PMF 群, Terson 群との間に1%の
 危険率で有意差が認められ, MH 群, PMF 群, Terson 群に比較して DR 群, PVR 群は低値を
 示した。 DHA 濃度は, MH 群と DR 群, PVR 群との間にそれぞれ1%, 5%の危険率で有意
 差を認めたが, DHA%としてみると各群問に有為差は認められなかった。 また, DR 群, PVR
 群, MH群の血漿中の AA, DHA, DHA% は, 硝子体とは異なり3群間に有意差は認められな
 かった。 次に, MH群を病期別 (stage3群, stage4群, 広範囲な網膜剥離を伴った症例 (RD
 群)) に分類した。 AA 濃度 (μg/mf) は, それぞれ 42L8±53.2, 403.3±114.2および 157.7±4
 7.0 で, RD 群に対 し, stage3群, stage4群は高値を示し, それぞれ1%の危険率で有意差が
 認められた。 次に, DR 群を臨床的病態およびそれに関する因子にて分類し, 比較検討した。 ま
 ず, 硝子体を遷延性硝子体出血 (PVH) 群, 牽引性網膜剥離 (TRD) 群および類嚢胞黄斑浮腫
 (CME) 群に分けて検討したところ, CME 群と PVH 群, TRD 群の間には, 各々1%の危険率
 で有意差が認められた。 さらに, インスリン使用の有無, アスコルビン酸服用の有無, 糖尿病腎
 症の有無にて分類した場合の硝子体中, 血漿中の AA 濃度, DHA 濃度を検討したところ, これ
 らの分類で有意差を認めたものは, 糖尿病腎症の有無にて分類した場合の血漿中 AA 濃度だけ
 であり, 糖尿病腎症の有る症例の方が無い症例に比べ低値を示した。
 3. ヒト硝子体中, 血漿中の GSH, GSSG 濃度
 DR 群, PVR 群およびMH 群の GSH 濃度は, 硝子体中, 血漿中とも各群に有意差を認めな
 かったが, DR 群の全GSH 濃度に対するGSSG濃度の割合 (GSSG%) は, 硝子体中, 血漿中
 とも PVR 群および MH 群に比べて有意に高値を示 した。
                【考 察】
 今回の検討により, ヒト硝子体中および血漿中の AA 濃度, DHA 濃度のより正確な定量が可
 能になった。 今回示した結果はヒト生体中の硝子体としては初めての報告である。 硝子体中 AA
 は疾患により濃度差が認められたが, 血漿中の AA 濃度に比べせ数十倍も高く, 他の動物での
 報告と同様, ヒトにおいても血漿に比し高濃度に存在していることが確認された。 また, 硝子体
 中 AA 濃度 は, 網膜の機能が障害されているほど低値を示す傾向があった。 硝子体中 AA 濃度
 が DR 群, PVR 群で低値を示した理由として酸化的ストレスの関与が示唆され, さらにアスコ
 ルビン酸の輸送機構の障害も影響を与えている可能性があると思われた。 特に, DR 群ではグル
 タチオン酸化還元系の異常も認められ, 糖尿病での酸化還元系のバラ ンスの破綻が AA 濃度低
 下に大いに関係していると考えられた。 なお, DR 群, PVR群の硝子体中に炎症所見は認めら
 れず, 炎症による AA 濃度の低下という可能性はないと思われた。
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 審査結果の要旨
 網膜疾患と硝子体の関係については, 長い間実験動物で研究がなされてきた。 98-99%が水で
 ある硝子体も, 含まれるコラーゲ ン, ヒアルロン酸, 細胞外マ トリックスなどにより, 正常網膜
 機能の維持に重要な役割を演 じていることが明らかになりつつある。 その中の一つとして本研究
 者は硝子体内アスコルビン酸に着目した。 アスコルビン酸は水溶性 ビタミンの一つで, その還元
 作用によ り, 生体内に生じたフリーラジカルの消去作用をもち, 過酸化反応による障害から細胞
 成分を保護 していると考え られている。 特に光の受容器である網膜は光化学反応によってその危
 険性が高い器官であるためか, 眼内には他の組織や血液中の数十倍のアスコルビン酸が能動輸送
 され, 存在していることが動物実験や人でも明らかになっている。
 本論文は実際の臨床例から, 硝子体手術時にえられるサンプルを利用 し, 各種網膜硝子体疾患, '
 硝子体成分, 特にアスコルビン酸濃度の変化について研究 したものである。 特にこの手術によっ
 てのみ治癒し得る重篤な網膜機能の低下を示す増殖糖尿病網膜症 (PDR), 増殖性硝子体網膜症
 (DR) と, 黄斑機能の低下により視力は低下するものの 残りの大半の眼底は正常である黄斑円
 孔 (MH), 特発性黄斑前繊維症 (PMF), ターソン症候群 (Terson) とを比較した。 さらに各
 疾患群の中で重篤度によって分類 し, その群間でも比較している。 それはヒトにおける正常硝子
 体を入手することが不可能なため, このような比較の仕方が次善の策であっ た。
 その結果, 還元型アスコルビン酸は PDR, PVR 群のいずれでも低く, MH や他の疾患では高
 かった。 さらに DR, MH 群をそれぞれの重篤度に従って分類し, その濃度を比較すると, 網膜
 の機能が傷害されているほど低値を示すことが明らかになった。 いずれの場合にも全アスコルビ
 ン酸に対する酸化型アスコルビン酸濃度には差がな く, また血漿中の還元型, 酸化型アスコルビ
 ン酸濃度には差がなかったという。 本研究では生体の還元物質としてアスコルビン酸と深い関係
 にある グルタチオンについて も測定 しているが, それでは還元型については各種疾患で差がな く,
 酸化型との比では DR でのみ上昇 していたという。
 これらの研究に対 し, 全アスコルビン酸量の測定が必要であることが指摘されたが, 追加実験
 でデータが得られており問題はな い。 博士論文と して充分価値のあるものである。
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